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Introducción
El bitter pit o mancha amarga, es una flsiopatía de las manzanas debida a una
alteración en el metabolismo del calcio, elemento mineral asociado con la
vida útil del fnlto tras la cosecha y con los procesos de maduración. Esta afec-
ción se declara por la muerte y deshidratación de células en zonas aisladas del
mesocarpio (1-2 mm debajo de la piel) y se manifiesta en forma de manchas
de pequeña superficie, color verde parduzco, forma hueca y aspecto corcho-
so. El bitter pit afecta a todas las zonas productivas dedicadas al cultivo de
manzano y es causa de cuantiosas pérdidas ya que, sin apenas síntomas en el
árbol, éstos aparecen durante el proceso de conservación cuando ya se ha in-
vertido un capital considerable en las etapas de recolección, transporte yal-
macenamiento en cámara frigorífica (Val, 2003).
Las causas que desencadenan este tipo de fisiopatías y la forma de evitarlas
todavía no están bien definidas debido, principalmente, a las complejas relacio-
nes entre los minerales del fruto y la toma y transporte diferencial de cationes en
el árbol. ASÍ, tiene especial relevancia el conocimiento de la relación de otros ele-
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mentas con el calcio y con el bitter pit ya que el antagonismo con otros iones
puede alterar la absorción, traslocación y almacenamiento de calcio en el fruto.
El magnesio tiene una actividad química similar a la del calcio, y por ello
compite con él en el árbol. Es transportado principalmente vía floema y se-
gún Lewis (1980), existe un gradiente de concentración en el fruto. Es posi-
ble que el Mg pueda afectar a la absorción y traslocación de calcio (Kotze,
1979) y que pueda reemplazarlo de las sustancias pécticas de la pared celular
dando lugar a una pérdida de rigidez.
Basándose en el conocimiento sobre los factores que predisponen a la apa-
rición de bitter pit, se han propuesto diferentes métodos de predicción: ha-
ciendo uso de los datos nutricionales de fruto (MarceUe, 1990), acelerando la
maduración (Ferguson y Watkins, 1989) y los basados en la infiltración con
sales de luagnesio al fruto (Retamales el al., 2001). Burmeister y Dilley
(1993) fueron los precursores de esta metodología demostrando, por primera
vez, que el magnesio induce la aparición de síntomas similares al bitter pit,
mientras que infiltraciones con sales de calcio previenen su desarrollo.
Steenkamp et al. (1983), encontraron altas concentraciones de oxalato y
citrato en las zonas de bitter pit, e incluso consiguieron infIltrando a vacío,
deterioros de la lámina media de las células del fruto, similares a los observa-
dos en manchas de bitter pito En este trabajo se han realizado una serie de ex-
perimentos encaminados a inducir manchas corchosas similares al bitter pit,
a partir de técnicas invasivas inyectando en manzanas sanas soluciones de
oxalato amónico al 0.4%. Asimismo, se describe un método basado en el des-
crito por Retamales et al. (2001) para inducir síntomas similares al bitter pit)
bien con fmes de diagnóstico precoz en precosecha, bien para forzar la induc-
ción de síntomas en frutos postcosecha. Con los datos desprendidos de este
estudio, se ha conseguido avanzar en la elaboración de un modelo para cono-
cer en profundidad los procesos metabólicos implicados en la evolución del
bitter pit y otras fisioptías dependientes de calcio.
Material y Métodos
El material vegetal utilizado consistió en manzanas (Malus x domestica
Borkh) sanas y afectadas por bitter de la variedad Smoothee Golden Deli-
cious, almacenadas en cámara de frío convencional durante 2 meses. En cada
150
DíAz !'.TAL.
tratamiento se utilizaron 42 frutos, de los cuales 6 se mantuvieron intactos
como testigos.
Previamente a los tratamientos, las manzanas se lavaron con detergente,
aclarando después con agua corriente y por último con agua destilada.
Para la inducción de manchas corchosas se extirparon los pedúnculos y se
colocaron los frutos en una campana de vacío inmersos en llna solución 0.05
M IVIgC12 6H20 (Panreac), 0,4 M de Sorbitol (Sigma) y 0,01% Tween 20
(Panreac). Esta solución puede utilizarse en precosecha con fines de predic-
ción, ejerciendo un minuto de vado y 15 de rcposo con los frutos sumergidos,
o bien en postcosecha para forzar la apaIición de manchas independiente-
mente de la susceptibilidad de las manzanas al bitter pito En último este caso,
las condiciones son: 15 min de vacío y 24 horas de inmersión. Una vez inf.tl-
trados los fnItos, se e.,'(trajeron de la solución, se lavaron, se secaron y fueron
almacenados en bandeja a temperatura ambiente.
El segundo procedimiento de inducción de manchas corchosas, consistió
en inyectar 100 ~ de una solución de oxalato amónico (Merck) al 0.4%
(p/v). La aguja se introdujo a una profundidad aproximada de 0.5 cm. Una
vez tratadas) las manzanas se mantuvieron a temperatura ambiente y con luz
nahual, tardando pocos días én revelar los efectos del tratamiento.
Resultados y Discusión
El bitter pit y otras fisiopatías de similar etiología constituyen el mayor pro-
blema, respecto a la calidad del fruto, que sufren los productores yexporta-
dores de manzanas a nivel mundial, provocando pérdidas superiores al 3% de
la cosecha total (Palazón et al., 1984). El conocimiento de la secuencia de
eventos que desembocan en la aparición del bitter pit en las manzanas, es un
paso imprescindible para conocer el papel metabólico del calcio, las causas
que dan lugar a estas fisiopatías y predecir su incidencia en plantaciones co-
merciales. En este trabajo, ante la imposibilidad de predecir sobre qué ejem-
plares yel momento de aparición de los síntomas, datos que ayudarían a la
comprensión de la fisiopatía, se aborda el uso de técnicas invasivas que indu-
cen, en el fruto, manchas corchosas.
Los frutos inflitrados con sales de magnesio al 0.12%, transcurridos 3
días, comenzaron a desarrollar manchas corchosas que, al cabo de 6, se habían
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extendido a la práctica totalidad de las manzanas. Tras 15 días del tratamien-
to las manchas se deshidrataron y, en la superficie, se tornaron de color ma-
rrón oscuro (Figura 1).
-
Figura 1. Desarrollo de manchas similares a bitter pit inducidas por rVIg2'. De izquierda a derecha:
3,6, 15 días tras la infiltración.
La modificación del método de Retamales et al. (2001), básicamente con-
siste en dejar sumergidos los frutos en la solución tras el vado) 10 que permi-
te que los espacios intercelulares constreñidos por la acción del vacío, se re-
llenen de la solución de infiltración y no de aire como sucede al aplicar el
método habitual. Por este procedimiento se desarrollaron manchas en man-
zanas susceptibles a las 48 horas del tratamiento y no a los 15-20 días como,
en algunos casos, se aprecian por el procedimiento original.
El método alternativo de inducción de manchas corchosas) consistió en la
inyección subdérmica de oxalato amónico al 0.4% en frutos sanos. Al cabo de
tres días se manifestaron lesiones similares al bitter pit que se extendían en el
interior de la pulpa del fruto (Figura 2). Sin embargo, inyectando las mismas
soluciones en frutos afectados por bitter pit, solo se observaron respuestas en
la zona sana de pulpa, mientras que al inyectar el oxalato en las manchas apa-
recidas de forma natural no se apreciaron alteraciones en la morfología yex-
tensión del acorchado (datos no mostrados). Se intentó utilizar el método de
infiltración a vacío con oxalato amónico propuesto por Steenkamp et al.
(1983), pero en nuestro material vegetal no fue posible inducir el desarrollo
de manchas corchosas por este procedimiento. Sin embargo, al.i.nyectar di-
rectamente en la pulpa la de oxalato amónico, al cabo de 48 horas, se produ-
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jo una evidente manifestación externa que se correspondía con la aparición
de importantes daños en la pulpa de la manzana (Figura 2) que, al igual que
las manchas naturales, también acumulan calcio (Tabla 1).
Figura 2. Aspecto externo (izquierda)
y extensión interna de las lesiones
inducidas por la inyección subdérmica
de una solución de oxalato amónico
(0.4% p/v).
Tabla 1
Composición en Cal Mg)' K (mg/l00 g de materia fresca) de pulpa de manzana sana, manchas
y tejidos adyacentes de bitter pit, inducidas por inftltración a vado con Mg y con inyección
de oxalato amónico. Los datos son el promedio de 6 repeticiones::!: desviación típica
Tejido .. Ca lVlg K
Manzana sana 2.51±0.50 5.19::!:O.17 99.86±2.02
Mancha bltter pit 6.74::!:O.59 43.34±3.71 150.25±2.17
Pulpa adyacente m.bitter pit 2.36::!:O.94 6.20±0.69 105.51±7.51
Mancha magnesio 10.73±OJO 63.28±1.37 12ü.58::!:3.76
Pulpa adyacente m.magneslo 3.36±OJO 15.42±O.66 116.87±5.21
Milncha oxalato 12.866.67 21.25±1.76 121.97±2.86
Pulpa adyacente m.oxalato 3.53±O.69 5.6hO,35 lü6.82±2.39
Trabajos previos de caracterización de las manchas corchosas han demos-
trado que los tejidos afectados por bitter pit muestran mayor actividad poli-
fenol oxidasa, menor concentración de todos los carbohidratos y alteraciones
en el patrón de proteínas (Val, 2003; Val et al., 2006). En la Tabla 1, se obser-
va que las manchas de bitter pit, las inducidas por Mt~ y también por oxala-
to contienen no solo una gran concentración de calcio) sino que acumulan
gran cantidad de magnesio, aumentando un orden de magnitud con respecto
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al tejido circundante y al de la manzana sana. Una posible explicación a este
hecho podría ser que el incremento local de magnesio alteraría la delicada
homeostasis del calcio, liberándose este, desde 10$ orgánulos de almacena-
miento como las vacuolas, al interior del citoplasma provocando el colapso
celular. Estos resultados justificarían la inducción de manchas similares al
bitter pi! infiltrando las manzanas con MgC12 (Burmeister y Dilley, 1993;
Retamales el al., 2001).
El análisis de las manchas inducidas por oxalato demuestra que en ellas se
acumulan gran cantidad de calcio y también de magnesio. Podría esperarse
esta acumulación de calcio puesto que, como sugieren Steenkamp el al.
(1983), estos tejidos están compuestos, en gran parte, por oxalato cálcico in-
soluble. En este sentido, el experimento realizado reafirma el papel del oxa-
lato en el desarrollo de las manchas corchosas. Sin embargo, al inyectar la so-
lución de oxalato amónico sobre las zonas afectadas por las manchas
naturales apenas se obtuvo reacción debido probablemente a que el calcio de
esa parte de la manzana se encontraba previamente inmovilizado y, a pesar
del exceso del anión, no se extendió la lesión. Esto parece indicar que la es-
pecie dañina no es el ión oxalato, sino el precipitado de oxalato cálcico.
A partir de los resultados obtenidos, podría apuntarse como hipótesis que
las manchas de bitter pit se originarían a partir de una síntesis exacerbada de
oxalato en las zonas de la manzana con bajos contenidos en calcio debido
probablemente a que esté desplazado por una acumulación local de magne-
sio. En estas condiciones el calcio precipitaría como oxalato, retirando el ca':"
tión de las zonas próximas a los tejidos afectados.
Esta información ha servido como base para desarrollar métodos de prog-
nosis de bitter pit que actualmente se encuentran en fase de verificación y,
una vez comprobado que las inyecciones de oxalato producen el deterioro del
tejido del fruto de forma similar a la que sucede en el desarrollo natural del
bitter pit, disponemos de la herramienta adecuada para estudiar y definir las
etapas que conducen a la formación de tejidos corchosos.
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